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Reference du dossier du deposant ou 

dumandatalre 
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POUR SUITE ta notttlcatlon de transmission du rapport de recherche Internationale 
(fbnmulatre PCT/IS A/220) et le cas echeanft, le point 5 d-apres 

ADONNER 


Demande Internationale n° 
PCT/FR 99/02964 


Date du depot International (four/mols/annde) 

30/11/1999 


(Date de prforttt (la plus ancle rtne) 
Qour/mots/ann6e) 

21/12/1998 



Deposant 



NEUROTECH (S.A.) et al 



Le present rapport de recherche Internationale, 6tabfl par ('administration chargee de la recherche Internationale, est transmls au 
ddposant contorm^ment a rartlcle 1 6. Une cople en est transmlse au Bureau International. 



Ce rapport de recherche Internationale comprend g feidlles. 

[X] II est aussl accornpagne^ crime cople de chaque document relattf a Pdtat de la technique qui y est cttd. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui conceme la langue, la recherche Internationale a 4t£ efTectuee sur la base de la demande Internationale dans la 
langue dans laqueUe elle a etd ddposee, sauf Indication contralre dormee sous le meme point 

| | la recherche Iritematkmale a 6t£ effiectuee sur la base crime traduction de la demande Internationale remise a ('administration. 

b. En ce qui conceme lee sequences de nucleotides ou cfaddes amines dtvutguees dans la demande Internationale (le cas echeant), 
la recherche Internationale a 6t£ efTectuee sur la base du llstage des sequences : 

| | corrtenu dans la demande Internationale, sous tonne ecrtte. 
| | ddposee avec la demande Internationale, sous forme decntrfrable par ordlnateur. 
| | remls ulterleurement a Padmlnlstraflon, sous forme ecrtte. 
| | remls ulterleurement a I'admlnlstratJon, sous forme dechrffrable par ordlnateur. 

| | La declaration, selon laquelle le llstage des sequences presents par ecrtt et fouml ulterleurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation falte dans la demande telle que deposes, a 6t& foumle. 

| | La declaration, selon laquelle les Informations enreglstrees sous forme decrtlffrable par ordlnateur sont Identlques a celles 
du llstage des sequences presents par ecrtt, a 6t6 foumle. 

2. II a et* estim6 que certalnes reven dictations ne pouvaient pas fairs I'objet cf une recher c he (voir le cadre I). 
3 - O 11 v a ab86nco cTuntt* de I'lnvention (voir le cadre II). 



4. En ce qui conceme le titre, 

| | le texte est approuvd tel qull a 6t6 remls par le deposant 
|X| Le texte a 6t6 6tabll par ('administration et a la teneur sutvante: 

PREPARATIONS DE CELLULES DE MAMMIFERE EVENTUELLEMENT TRANSFECTEES AVEC UN 
GENE CODANT POUR UNE SUBSTANCE ACTIVE ET LES CONTENANT 

5. En ce qui conceme I'abregt, 

|y| le texte est approuvd tel qull a 6t6 remls par le deposant 

□ le texte (reprodurt dans le cadre III) a et6 6tabll par ('administration conformement a la regie 38.2b). Lb deposant peut 
presenter des observations a radmlrdstratlon dans un delal cfun mols a comptBr de la date d'expedfflon du present rapport 
de recherche tntematlonale. 

6. La figure des dessins a publler avec I'abregd est la Figure n° 



| | sugg^ree par le deposant |X| Aucune des figures 

| | paroe que le deposant rfa pas suggerd de figure. n est a publler. 

| | parce que cette figure caractBrtse mleux invention. 
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RAPPORT DE REfitfERCHE INTERNATIONALE 



Internationale No 



I^^TV^R 99/02964 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 7 A61K48/00 C12N5/10 A61P25/00 



Seton la classification Internationale des brevets (CIB) ou a to tola seton to dassfflcation rationale et la CIB 



B. DOMAIN ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mtntmale consuttee (systeme de classification euM dee symboles de classement) 

CIB 7 A61K 



Documentation consuttee autre que la documentation mtntmale dans la mesure oCi oes documents relevant des domalnes sur lesquels a porte to recherche 



Base de donnees electronlque consuttee au coure de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONStDERES COMME PERT1NENT3 



Categorle ° Identification des documents cftes, avec, le cas echeant, flndlcation des passages pertinents 



no. des revencDcatlons vtsees 



U0 97 40139 A (NEUROTECH SA ;ADAMS0N PETER 
(GB); GREENWOOD JOHN (GB); LUND RAYMON) 
30 octobre 1997 (1997-10-30) 
cite dans la demande 

W0 96 11278 A (CHAVEROT NATHALIE 
;TCHELINGERIAN JEAN LEON (FR); ADIM (FR); 
ROUX F) 18 avrll 1996 (1996-04-18) 
dt€ dans la demande 



□ 



Voir to suite du cadre C pour la fin de to Bate des documents 



ID 



Las documents de families de brevets sont Indlques en annexe 



° Categories spedales de documents cites: 

"A" document deflntesant retat general de la technique, non 
considers com me p^rtteuflerement pertinent 

"E" document anten eur, mats pub0e a to date de depot International 

ou apres cetts date 
"L" document pouvant Jeter un doute sur une revendfcation de 

prtortte ou ctte pour determiner la date de publication (fune 

autre citation ou pour une ralson spectole (teOe qu*tndlquee) 
"O" document se rate rant a une divulgation orate, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P" document pubOe avant to date de depot International, mats 
po8tsfteurement a la date de prtortte revendlquee 



T document ufterleur pubfle apres la date de depot International ou to 
date de prtortte et rfappaitenenant pas a fetal de to 
technique pertinent, mate ctte pour comprendre le prtnc^e 
ou la theorie constttuant to base de Plnventton 

•X* document partlcuflerernent pertinent; Nnven tion revendlquee ne peut 
etre considered comme nouvelle ou comme tmpDquant une actlvtte 
tnventive par rapport au document consldere teolement 

"Y" document partlcuDerement pertinent; flnven tion revendlquee 
ne peut etre consJderee comme Impllquant une activtte Inventive 
lorsque le document est assocle a un ou plusleurs autres 
documents de meme nature, cettB oombtnalson etant evkJente 
pour une personne du metier 

document qui fatt partle de la meme famlDe de brevets 



Date a taquelle la recherche Internationale a ete etTecttvement achevee 



3 mars 2000 



Date tfexpedttton du present rapport de recherche Intematlonale 



13/03/2000 



Nomet 



postaie de Padrrdntetration chargee de to recherche Internationale 

Office European des Brevets, P.B. 5818 Patenttoan 2 

NL-2280HVRIJswQk 

TeL (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl ( 

Fax (431-70) 340-3016 



Fonctionnalre autortee 



Rempp, G 



FofJTuHaim PCT/ISA/210 (dauxttme fauSa) (Juil«t 1962) 
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RATIONAL SEARCH REPORT 

on pfltont family moniboi'S 



national AppClcsbon No 

PCT/FR 99/02964 



PatBnt document 
cited tn search report 


Publication 
date 


PatBnt family 
members) 


Publication 
date 


wu y/*#uijy a 




FR 


2747690 


A 








AU 


2704197 


A 


\C~ 11— 199/ 






CA 


2225520 


A 


30-10-1997 






EP 


0833895 


A 


08-04-1998 






JP 


11508142 


T 


21-07-1999 






NZ 


329360 


A 


28-05-1999 



W0 9611278 


A 


18-04-1996 


FR 


2726005 


A 


26-04-1996 








AU 


3657595 


A 


02-05-1996 








CA 


2202066 


A 


18-04-1996 








EP 


0787197 


A 


06-08-1997 








JP 


10507074 


T 


14-07-1998 








NZ 


293994 


A 


25-02-1999 



Fam PCT/18A/210 (patent famfy enmx) (Jtfy 19&2) 
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RAPPORT DE RECHBjYHE INTERNATIONALE 




Den* ^^■CemationaJe No 

PCl/FR 95/01313 



A. CLASSEMENT DE L OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/86 C12N5/10 A61K48/00 C07K14/48 C07K1V075 
C07K 14/82 

Scion la class ft cation intemaoonalc des brevets (CIB) ou 4 la fots seton la classification nation ale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consul tee (systemc de classification suivi des symbol es de classement) 

CIB 6 C12N A61K C07K 



Documentation consul tee autre que la documentation mini male dans la mcsure ou ces documents rel event des domaines sur lesquels a pone la recherche 



Base de donnees electronique con suite* au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, ct s eel a est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categone ' 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, lindicaoon des passages pertinents 


no. des revcndicaQons visees 


P.X 


PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA., 

vol. 91, no. 21, 11 Octobre 1994 

WASHINGTON US, 

pages 9695-9699, 

LAL, B. ET AL. 'Endothelial cell 
implantation and survival within 
experimental gl iomas 1 
voir le document en entier 


1,3-5,7, 
8,12-16, 
18,20 


Y 


WO, A, 93 06222 (CNRS) 1 Avril 1993 

cite dans la demande 

voir le document en entier 


1-20 


Y 


WO, A, 89 05345 (WHITEHEAD INSTITUTE FIR 
BIOMEDICAL RESEARCH) 15 Juin 1989 
voir page 31, ligne 22 - page 32, ligne 3; 
revendicati ons 


1-20 



| X I Voir l * nnu du c * dkrc c pour la fin de la uste des documents 



Les documents de families de brevets sent indiques en annexe 



Categories spea ales de documents atesc 

A* document deftnissanl I cut general dc la technique, nan 

conadere comme particuliererncnt pertinent 
E* document anteneur, man public a la date de depot international 

ou apres cetle date 

"L* document pouvant jeter un doutc sur une revendicati on de 
pnontc ou ate pour determiner la dale dc publication dune 
autre a tan on ou pour une raison speciale (telle qu'indiquec) 
'O* document we referant a une divulgation oralc, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

P" document pubbe avani la date de depot international, mail 
posteneunemcnt 4 la date de pnontc rcvendiquec 



*T" document ulterieur public apres la date dc depot international ou la 
date de pnonce et n'appartenenant pas 4 l'etat de la 
technique pertinent, mais ate pour comprendre le pnncipe 
ou la theone constituant la base dc I invention 

'X* document para cuiicrement pertinent; 1 invention revendiqucc nc peut 
ctre consderec comme nouvellc ou comme unpuquant une acuvite 
inventive par rapport au document consdere t sole men t 

*Y' document paraculierement pertinent; I'm vena on revendiquee 

ne peut etre cormderee comme tmpliquant une acuvite in vena ve 
lorsquc le document est assooe a un ou pluseurs autres 
documents de rneme nature, cctte comhwaison etant evidente 
pour une personne du metier 

document qui fait paroe de la rneme farm lie dc brevets 



Date 4 laqueUe la recherche Internationale a ett effectjvemcnt achevee 

1 Fevrier 1996 


Date d'expedition du present rapport de recherche Internationale 

0 1. 03. 96 


Nom et adresse postal e de I'adnunistranon chargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets* P.B. 5818 Pacenuaan 2 
NL • 2380 HV Rjjswijk 
Td. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 6SI epo ni. 
Fax ( + 31-70) 340-3016 


Foncfjonnairc autonse 

Chambonnet, F 
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Intcm&tionaJe No 

PC1/FR 95/01313 



C^suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categone ' Identification des document cites, avee, le c*s echeant, I indication des passages pcrtnenu 



no. des re vcndi cations visees 



W0,A,94 10305 (SANDOZ-ERFINDUNGEN 
VERWALTUNGSGESELLSCHAFT M.B.H.) 11 Mai 
1994 

voir le document en entier 

WO, A, 93 13807 (GEORGETOWN UNIVERSITY) 22 
Juillet 1993 

voir page 2, ligne 4 - page 5, ligne 15; 
revendications 1-3,6-8,11,12,16 

WO, A, 92 17569 (DEPARTMENT OF HEALTH AND 
HUMAN SERVICES USA) 15 Octobre 1992 
voir le document en entier 

WO, A, 92 07573 (S0MATIX THERAPY 
CORPORATION) 14 Mai 1992 
voir le document en entier 

WO, A, 93 14193 (YALE UNIVERSITY) 22 Juillet 
1993 

voir le document en entier 

IN VITRO CELL. DEV. BIOL., 
vol . 27A, Octobre 1991 
pages 771-778, 
DUR I EU-TRAUTMANN , 0. ET AL. 
'Immortalization of brain capillary 
endothelial cells with maintenance of 
structural characteristics of the 
blood-brain barrier endothelium 1 
voir le document en entier 

JOURNAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY, 
vol. 157, 1993 
pages 41-51, 

VICART, P, ET AL. 'Cell adhesion markers 
are expressed by a stable human 
endothelial cell line transformed by the 
SV40 Large T antigen under vimentin 
promoter control 1 
voir le document en entier 
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RAPPORT DE RECHE^KE INTERNATIONALE 




ruioofuie No 








PCT/FR 


95/01313 


Document brevet cite 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Membre(s) de la 
famUle de brevets) 


Date de 

publication 



WO-A-9306222 



01-04-93 



FR-A- 



2681609 



26-03-93 



WO-A-8905345 



15-06-89 



AT-T- 
DE-D- 
DE-T- 
EP-A- 
JP-T- 



110108 
3851153 
3851153 
0391960 
3505036 



15-09-94 
22-09-94 
05-01-95 
17-10-90 
07-11-91 



W0-A-94 10305 


11-05-94 


AU-B- 


5440494 


24-05-94 






CA-A- 


2143489 


11-05-94 






EP-A- 


0669977 


06-09-95 






FI-A- 


952088 


02-05-95 






N0-A- 


951628 


03-07-95 


WO-A-93 13807 


22-07-93 


AU-B- 


3429993 


03-08-93 


W0-A-9217569 


15-10-92 


AU-B- 


1765992 


02-11-92 






EP-A- 


0578769 


19-01-94 






JP-T- 


6509467 


27-10-94 



WO-A-9207573 14-05-92 



AU-B- 


659824 


01-06-95 


AU-B- 


1266692 


26-05-92 


AU-B- 


656544 


09-02-95 


AU-B- 


9017591 


26-05-92 


CA-A- 


2095153 


01-05-92 


CA-A- 


2095256 


01-05-92 


EP-A- 


0568537 


10-11-93 


EP-A- 


0556345 


25-08-93 


JP-T- 


7503121 


06-04-95 


JP-T- 


6503968 


12-05-94 


W0-A- 


9207943 


14-05-92 



WO-A-9314193 22-07-93 US-A- 5336615 09-08-94 

AU-B- 3478193 03-08-93 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
N13B2263PCT 


T?r\r> niDTurn irTinv SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Repon (Form PCT /IPEA/4 16) 


International application No. 

PCT/FR99/02964 


International filing date {day/month/year) 
30 November 1999 (30.1 1 .99) 


Priority date (day/montft/year) 

21 December 1998(21.12.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
A6 IK 48/00 


Applicant 


NEUROTECH (S.A.) 





1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



I | This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
— amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



. sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
I l^l Basis of the report 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





IV I I Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 



Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

20 June 2000 (20.06.00) 


Date of completion of this report 

23 March 2001 (23.03.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



1 



i 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/02964 



. Basis of the report 



1 . With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 
the description: 

pages 1-28 

pages 

pages 



, as originally filed 
. filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-16 



. as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



1/4-4/4 



. as originally filed 

filed with the demand 



, filed with the letter of 



I | the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages 



t as originally filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Thes e elements were available or furnished to this Authority in the following language which is 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)) 

□ 

the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55 2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing- 

□ contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

_] The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 



4. 



□ 
□ 



The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

the description, pages 

the claims, Nos. 

□ 



the drawings, sheets/fig . 



5. r~| This report has been establish ed as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 

m t ii rS? or/ aS " ori 8 inali y f lled " and are ™t annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70 16 
and 70. 17). 

**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



Form PCT/IPEA/409 (Box 1) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



[at ion al application No. 
PCT/FR 99/02964 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 • Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



2, 7-9, 11-16 



1, 3-6, 10 



2, 7-9, 11-13 



1, 3-6, 10, 14-16 



1-16 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 
Cited documents 



The present notification refers to document Dl cited in 
the search report. 



Dl: WO 96 11278 A (1996-04-18) 

The present notification also refers to document D2 cited 
in the present application (see copy attached) . 



D2: WO 93 13807 Al (1993-07-22) 

Novelty and inventive step (PCT Article 33(2) and (3)) 

1. The present application relates to a preparation of 
immortalised, non-tumour-producing mammalian brain 
or retinal, endothelial or epithelial cells for 
systemic delivery to a patient, characterised in 
that it does not include an aggregate of said cells 
having a size likely to cause transient or permanent 
dysfunctions in said patient. The present 
application further relates to a pharmaceutical 
composition containing said cells and useful in a 
method for gene therapy of a central nervous system 
Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



disease . 



I^Jfetional application No. 
PCT/FR 99/02964 



2. 



3. 



Document Dl relates to immortalised, non-tumour- 
producing mammalian brain endothelial cell lines as 
well as compositions containing same, advantageously 
for intravenous or intra-arterial delivery to a 
patient (see the abstract, page 1, lines 5-11, page 
3, lines 1-25, page 6, lines 7-17) . No adverse 
effect of said lines is mentioned (see page 5, lines 
22-26) . Therefore, document Dl anticipates the 
subject matter of claims 1, 3-6 and 10 (PCT Article 
33(2)). Furthermore, document Dl mentions the 
therapeutical use of said cell lines, particularly 
for treating neurological diseases (see the 
abstract, lines 2-3, page 1, lines 8-11, page 5, 
lines 26-29) . Therefore, this document is also 
prejudicial to the inventive step of claims 14-16 
(PCT Article 33 (3) ) . 

Document D2 describes, as mentioned in the present 
application (page 5, lines 10-14), the intravenous 
injection via the mouse tail vein of endothelial 
cells from genetically modified non-tumour-producing 
mice, and does not mention the observation of an 
adverse effect linked to the formation of cell 
aggregates (see the abstract, page 11, lines 11-14, 
page 12, lines 18-24, page 19, lines 9-14, claims 1- 
3) . Therefore, document D2 anticipates the subject 
matter of claims 1, 4, 5 and 10. 

It should be noted that the objections raised above 
are the result of the fact that the wording of claim 
1 is imprecise and does not include the essential 
technical feature of the invention whereby the 
invention could be unambiguously differentiated from 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I^^PItional application No. 
PCT/FR 99/02964 



the prior art as far as novelty is concerned (see 
the objection in Box VIII, paragraph l(ii)). 

If the applicant were to amend claim 1 by 
incorporating the essential technical feature of the 
invention, as suggested in Box VIII, paragraph 
l(ii), then the subject matter of said claim would 
be considered to be novel and inventive (PCT Article 
33 (2) and (3) ) . 

Indeed, the underlying technical problem of the 
present application is that of providing a mammalian 
cell preparation containing a large number of cells 
that do not induce transient or permanent 
dysfunctions in a patient following systemic 
delivery thereto. The solution to said problem, as 
proposed in the present application, involves the 
use of a cell preparation characterised in that it 
does not include an aggregate of said cells having a 
size greater than around 200 microns, preferably 
greater than 50 microns and most preferably greater 
than 30 microns. 

None of the prior art documents made available to 
the IPEA mentions the adverse effect of systemically 
delivered cell compositions owing to the presence of 
cell aggregates, or suggests the use of a cell 
preparation including cell aggregates having a 
limited size. Therefore, the I PEA is of the opinion 
that, in the light of the available prior art, it 
would not be obvious for a person skilled in the art 
to think of using a cell preparation characterised 
in that it does not include an aggregate of cells 
having a size greater than around 200 microns, 
preferably greater than 50 microns and most 
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preferably greater than 30 microns, as a means of 
solving the stated problem. It follows that the 
subject matter of the present application would 
involve an inventive step (PCT Article 33(3)). 
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VIIL Certain observations on the international application 



^^SSS^JSS" of * e claims ' description ' md drawin8S or on « uestion wheth " * e « ™y 

1. The claims contain numerous definitions that are not 
acceptable under PCT Article 6. 



(i) The phrase 'gene coding for an active substance' in 
claims 1, 14 and 16 is imprecise and casts doubt on 
the desired scope of protection since it defines the 
compound in terms of its function rather than its 
structural features. Such a definition does not 
refer to a specific compound or group of compounds, 
and instead encompasses an infinite number of 
compounds that may have very different chemical 
compositions. Similarly, the expressions 'at least' 
and 'around' in claims 1, 2, 7, 14 and 16 are 
imprecise and fail to comply with the requirements 
of clarity set forth in PCT Article 6. 

(ii) The phrases 

- 'does not include an aggregate of said cells 
having a size likely to cause transient or permanent 
dysfunctions in said patient' (claim 1), 

- 'are biologically, chemically or physically 
processed to prevent aggregate formation or 
specifically eliminate aggregates of said cells 
having a size greater than around 200 microns' 
(claim 7) , and 

- 'comprises genetically modifying said cells with a 
nucleic acid sequence expressing an agent that 
prevents aggregate formation or inhibiting the 
expression of an agent that promotes the formation 
of an aggregate of said cells' (claim 8) , 

define the subject matter of said claims in terms of 
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a result to be achieved rather than the technical 
features required to achieve said result. Such a 
definition leads to a lack of clarity as regards the 
desired scope of protection. Therefore, the claims 
should be reworded so as to include the technical 
features essential for achieving said result (PCT 
Article 6) . For example, the feature essential for 
achieving the result referred to in claim 1 is 
present in claim 2: the size of the aggregates must 
not be greater than 200 microns. Such a feature 
should thus be added to claim 1. 

(iii) There is a discrepancy between claim 1 and claims 2 
and 7. Indeed, according to the description (page 
10, line 21 to page 12, line 4), the acceptable size 
of the aggregates is lower (50 microns) in the case 
of intra-arterial delivery than in the case of 
intravenous injection (200 microns) . -However, 
according to claim 2 or 7, the cell preparation is 
characterised in that it does not include an 
aggregate having a size greater than 200 microns, 
for systemic (including intra-arterial) delivery. 
Therefore, the cell preparation includes aggregates 
having a size likely to cause transient or permanent 
dysfunctions in the event of intra-arterial 
delivery. Said discrepancy is contrary to PCT 
Article 6. 

2. The expressions ^preferably' and 'most preferably' 
used in claims 2, 7, 11 and 12 have no limiting 
effect on the scope of these claims. In other words, 
the feature that follows said expressions is 
considered to be entirely optional (PCT Guidelines, 
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C-III, 4.6). 
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concerne aussi les compositions pharmaceutiques comprenant une telle pr6paration et un v6hicule acceptable. 
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PREPARATIONS DE CELLULES DE MAMMIFERE EVENTUELLEMENT TRANSFECTEES AVEC UN GENE CODANT 
POUR UNE SUBSTANCE ACTIVE ET LES CONTENANT 



5 La presente invention concerne la 

preparation de cellules de mammiferes genet iquement 
modifiees utiles tant comme modele pour la recherche que 
pour le diagnostic ou la therapie genique plus 
particulierement pour le traitement des maladies du 
10 systeme nerveux cerebral chez 1'homme et eventuellement 

1 ' animal . 

Parmi les nouveaux traitement s des maladies 
humaines, la therapie genique, c'est-a-dire la 
15 correction in vivo du phenotype d'une maladie a travers 

1 1 utilisation d'un gene fonctionnel comme agent 
pharmacologique, est en plein essor. Schema t iquement , 
deux types de strategie de therapie genique peuvent etre 
distingues : 

20 - Une strategie dite in vivo, ou le gene 

d'interet est administre directement dans les cellules 
de I'hote. 

- Une strategie dite ex vivo ou de therapie 
genique cellulaire, consistant a prelever et mettre en 
25 culture des cellules choisies comme vecteur, a 

transferer in vitro un ou plusieurs genes, aussi 
designes transgenes, dans ces cellules, puis a implanter 
des cellules genetiquement modifiees. 

30 La therapie genique cellulaire presente des 

atouts indeniables comme la possibilite de pouvoir 
verifier, in vitro, prealablement a la greffe, les 
effets de 1 ' introduction et de 1 ' expression du transgene 
sur le phenotype des cellules modifiees, le nombre de 

35 copies du transgene, son taux de transcription, la 
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quantite de proteine produite et l'effet biologique de 
celle-ci. La population cellulaire a greffer peut etre 
purifiee afin d'introduire un greffon homogene tant du 
point de vue phenotypique, que de la production de la 
proteine desiree. 

Parmi les cellules utilisees en therapie 
genique cellulaire, il a ete propose dans la demande de 
brevet internationale PCT publiee sous le No. W093/ 13807 
d' administrer par voie intraveineuse des cellules 
endotheliales non immortalisees genetiquement modifiees 
pour exprimer au niveau de sites angiogeniques des 
produits therapeutiques . 

Toutefois, il convient de rappeler que 
toutes les cellules endotheliales ne sont pas 
identiques. En effet, les cellules endotheliales de 
l'adulte forment une population cellulaire tres 
heterogene, non seulement entre les organes, mais aussi, 
dans un meme organe, entre les vaisseaux de divers 
calibres. L ' heterogeneite endotheliale se caracterise 
par des differences morphologiques mais aussi par 
1' expression de marqueurs moleculaires specif iques a une 
ou des populations de cellules endotheliales . Par 
exemple dans le systeme nerveux central (SNC) , les 
cellules endotheliales des microvaisseaux cerebraux 
forment, en association avec les cellules astrocytaires 
du parenchyme cerebral, la barriere hemato-encephalique 
(BHE) . 

La mise au point de preparation de cellules 
de mammifere pour la therapie genique presente done un 
probleme quant a 1 ' homogeneite et a la caracterisation 
desdites cellules. Une solution efficace a ce probleme 
consiste a immortaliser les cellules. On a ainsi decrit 
dans l'art anterieur des lignees de cellules 
endotheliales cerebrales ou encore de cellules 
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endotheliales et epitheliales retiniennes de mammiferes 
immortalisees portant eventuellement un transgene utiles 
pour le traitement des maladies neurologiques y compris 
les tumeurs. On peut citer tout particulierement les 
5 travaux de la Demanderesse rapportees dans les demandes 

de brevet interna tionales PCT publiees sous les numeros 
W096/11278 et WO97/40139. 

Les travaux de recherche realisee par la 

10 demanderesse sur 1 ' immortalisation de cellules de 

mammifere, plus particulierement endotheliales 

cerebrales, lui ont permis d'obtenir une quantite 
importante, homogene et parfaitement caracterisee, de 
materiel a greffer ou a injecter permettant la mise en 

15 oeuvre d'un procede efficace de therapie genique d'une 

maladie chez un patient. Ainsi, il a ete mis en evidence 
dans le cadre de la presente invention, qu'apres avoir 
ete injectees dans le compart iment sanguin irriguant le 
SNC, les cellules endotheliales cerebrales immortalisees 

20 genetiquement modifiees, comme les cellules RBE4 

n'exprimant pas de transgene, les cellules RBEZ et 
RBE4/GFP exprimant un transgene, sont capables de 
survivre et de s ' integrer dans la paroi vasculaire des 
micro-vaisseaux cerebraux, ainsi que dans le parenchyme 

25 cerebrale. La demonstration de 1 ' interet de cette 

approche a demande une maitrise technique tant dans la 
mise au point des preparations cellulaires et des 
compositions les contenant qui ont ete injectees, que 
dans les modes operatoires de 1' injection. 

30 Eneffet, les travaux de la Demanderesse 

concernant 1' injection des cellules a des animaux lui 
ont permis de mettre en evidence l'effet deletere de la 
presence d 1 aggregats cellulaires dans les compositions 
injectees, comme par exemple des accidents vasculaires 

35 cerebraux ou des embolies pulmonaires . Or, de maniere 
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surprenante, I'effet deletere induit par la presence de 
ces agregats cellulaires lors de 1' injection ne semble 
pas avoir ete envisage jusqu'a ce jour. Pourtant, on a 
propose dans 1 1 art anterieur d'injecter des particules 
5 conjugues ou non a un agent actif pour realiser un 

diagnostic ou une therapie. On peut citer par exemple 
les travaux realises sur des microspheres synthetiques 
de tailles bien definies ci-apres: 

- 1' injection de spheres de 75 a 150 microns 
10 dans les vaisseaux du coeur provoque une necrose 

myocardique (Battler et al . , 1993, J. Am. Coll. 
Cardiol., 22: 2001-2006), 

- 1' injection de spheres de 7 microns dans 
les arteres de cochon, a raison de 105 particules par 

15 gramme de myocarde, ne provoque pas d'effets deleteres 

sur le tissu myocardique (Arras et al . , 1998, Nature 
Biotechnology, 16: 159-162), 

- 1' injection de microspheres de 48 microns 
de diametre (900 microspheres) dans la carotide interne 

20 droite provoque des infarctus cerebraux dans le cortex 

parieto- temporal, le corps calleux, 1 ' hippocampe, le 
thalamus et le noyau lenticulaire (Miyake et al . , 1993, 
Stroke, 24: 415-420) . 

On a egalement decrit 1 ? injection chez 

25 l'homme de microspheres d'albumines radiomarquees , d'une 

taille de 15 a 30 microns, dans les arteres carotides 
commune ou interne pour detecter des regions infarcies 
du cerveau par des techniques de tomo-scintigraphie 
cerebrales (Verhas et al . , 1976, J. Nucl. Med., 17: 170- 

30 174) sans qu'aucun effet deletere n'ait ete rapporte. 

Dans le domaine de la circulation 
extracorporelle (CEC) ou les particules generes sont 
susceptible d' avoir un effet deletere sur l'organisme, 
il a ete propose d'utiliser des filtres de 20 microns 

35 pour diminuer de 90% le nombre de particules 
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potentiellement deleteres (Loop et al . , 1976, Ann. 
Thorac. Surg., 21: 412-420). 

Or, comme indique precedemment, les rares 
5 travaux de 1 ' art anterieur concernant 1' injection de 

cellules notamment endotheliales ne rapporte pas 
d'effets deleteres des compositions cellulaires 
injectees dus a la presence d'agregats cellulaires. 
Ainsi, la demande de brevet internationale PCT 

10 WO93/13807 decrit 1' injection intraveineuse de 2 x 10 6 

cellules endotheliales non immortal isee par la veine de 
la queue de souris, et ne mentionne pas 1 ' observation 
d'effet deletere lie a la formation d'agregats 
cellulaires (Ojeifo et al . , 1995, Cancer Res., 55: 2240- 

15 2244). Dans l'hypothese ou ef f ectivement aucun effet 

deletere n'a ete observe, il est vraisemblable que le 
faible nombre de cellules injectees chez une souris de 
30 g, de 1 ' ordre de 2 x 10 6 , soit 2 fois moins que ce qui 
est realise dans le cadre de la presente invention chez 

20 un rat de 300 g, n'induise pas d'effet deletere malgre 

la formation d'agregats cellulaires. 

De meme, les auteurs des travaux concernant 
1' injection intra-arterielle ( intra-f emorale ) de 1 a 2 x 
10 6 cellules endotheliales non immortalisee dans le 

25 membre inferieur de rat, ne rapportent pas 1 ' observation 

d'effet deletere et ne suggere pas le probleme de la 
formation d'agregats (Messina et al., 1992, Proc . Natl. 
Acad. Sci., 89: 12018-12022). Bien que ces travaux ne 
s'interesse pas aux effets deleteres provoques par 

30 1' injection, il convient de remarquer que le nombre de 

cellules injectees est faible, de 1 1 ordre de 50 fois 
moins que ce qui est realise dans le cadre de la 
presente invention. En outre, la cible concernee par ces 
travaux est les vaisseaux du membre inferieur, dont la 

35 tolerance a 1 ' ischemie est plus grande que d'autres 
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organes. D'ailleurs, il est indique que les 
experimentateurs ont clampe pendant une heure 1 ' artere 
femorale pour permettre une diminution du debit sanguin 
et ainsi favoriser 1' adhesion des cellules aux parois 
5 vasculaires . 

Le but de la presente invention est done 
d'offrir une solution efficace et simple permettant 
d'eviter les effets deleteres des injections de 

10 preparations cellulaires, et ainsi de developper leur 

application en medecine humaine . 

Ce but est atteint grace a une preparation 
de cellules immortalisees de mammifere eventuellement 
trans fee tees avec au mo ins un gene codant pour une 

15 substance active, pour etre administree par voie 

systemique chez un sujet, caracterisee en ce qu'elle ne 
comprend pas d'agregat desdites cellules d'une taille 
susceptible d'entrainer chez ledit patient des 
dy s f one t i onnemen t s transitoires ou permanents. 

20 De preference, les ■ cellules immortalisees 

sont non tumorigenes . 

Les preparations de 1 * invention peuvent 
alors contenir un grand nombre de cellules, de 1 1 ordre 
de 1 000 a 3 00 000 cellules par microlitre, permettant 

25 d'obtenir un effet biologique, en diagnostic ou 

therapeutique, efficace sans induire d' effet deletere 
pouvant provoquer une diminution transitoire ou 
permanente de 1 1 apport sanguin d'un organe, du type 
embolie pulmonaire, accident ischemique cerebral, 

30 ischemie peripherique voire la mort . 

Les essais realises dans le cadre de 
1 ' invention ont permis de caracteriser la taille des 
agregats susceptibles d' induire des effets deletere lors 
de 1' injection systemique de composition contenant les 

35 cellules. Ainsi, de fagon avantageuse, une preparation 
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de 1 ' invention ne comprend pas d'agregat de cellules 
d'une taille superieure a environ 200 microns, de 
preference superieure a 50 microns et tout 
pref erentiellement superieure a 30 microns. 
5 Tous type de cellules, immortalisees ou non, 

peuvent entrer dans la constitution des preparations de 
1* invention, comme des cellules de 1 * endoderme , de 
1 ' epiderme ou du mesoderme, telles que cellules 
endotheliales cerebrales ou peripheriques et leur 

10 progeniteur, les cellules des plexus choroldes, les 

cellules epitheliales, les cellules retiniennes 
pigmentaires, les ependymocytes , les tanycites, les 
cellules souches et progenitrices neurales, ou encore 
m§me les cellules souches embryonnaires . 

15 Parmi celles-ci, 1 ' invention concerne plus 

particulierement les cellules endotheliales et les 
cellules epitheliales de mammiferes, avantageusement 
cerebrales ou retiniennes. 

L ' immortalisation des cellules peut etre 

20 realisee par toute methode connue de l'homme du metier, 

comme celles decrites dans les demandes de brevet PCT 
publiees sous les numeros W096/11278 et WO97/40139. On 
prefere tout particulierement dans le cadre de 
1 * invention des cellules immortalisees car celles-ci 

25 presentent 1 ' avantage de la standardisation de 

production en grande quantite avec des criteres eleves 
de qualite. Les cellules immortalisees presentent un 
caractere non tumorigene obtenu par toute methode connue 
de l'homme du metier comme celles decrites dans les 

30 demandes PCT citees ci-dessus. 

L ' absence d'agregat cellulaire susceptible 
d'entrainer des dysf onctionnements transitoires ou 
permanents chez les sujets ayant regu une preparation de 
35 1* invention, peut etre obtenue par tout traitement 
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biologique, chimique ou physique des cellules empechant 
la formation d'agregat ou supprimant specif iquement les 
agregats desdites cellules d'une taille superieure a 
environ 200 microns, de preference superieure a 50 
5 microns et tout pref erentiellement superieure a 30 

microns. Apres ce traitement les cellules sont 
avantageusement mises en suspension dans un milieu 
permettant leur survie et ne favorisant pas leur re- 
agregation. Un tel milieu est par exemple tout milieu 

10 nutritif ne favorisant pas 1 ' agregation comme du PBS 

glucose sans calcium ni magnesium. 

Un traitement biologique des cellules selon 
1* invention consiste par exemple a selectiormer des 
cellules endotheliales pour des criteres particuliers 

15 d' adhesion ou a modifier genetiquement les dites 

cellules par une sequence d'acide nucleique exprimant un 
agent empechant la formation d'agregat ou inhibant 
1 ' expression d'un agent favorisant la formation 
d'agregat desdites cellules. 

20 Deux approches peuvent ainsi etre mises en 

ceuvre : 

- la deletion de sequences codant pour des 
molecules d* adhesion telles que : Z01, Z02 , E-selectine, 
V.E. Cadherine, ICAM-1, occludine, P-CAM, etc ou 

25 - 1 ' introduction de sequences codant pour 

des molecules empechant la formation d* agregats, telles 
que des dominants negatifs des molecules d' adhesion 
citees ci-dessus ou codant pour des proteines leurres . 

Un traitement physique des cellules selon 

30 1 ' invention consiste par exemple en une filtration ou un 

tamisage. Outre, 1' exclusion d'agregat, cette filtration 
ou tamisage off re I'avantage de disposer d'une 
population de cellules de taille homogene . Cette 
filtration ou tamisage est conduit de la fagon 

35 suivante : Les cellules sont filtrees a 1 * aide de 
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f litres de blutage d ' avantageusement 30 microns, puis 
diluees et dissociees avec douceur par exemple par 
pipetage multiple, et la suspension cellulaire est 
ensuite aspiree dans une seringue. Le filtre a ete 
5 trempe au prealable dans du serum physiologique sterile 

puis desinfecte dans 1 ' alcool a 100°, seche a l'air, 
retrempe dans du serum physiologique sterile. Le filtre 
est ensuite place entre 1' aiguille et 1 * embout de la 
seringue contenant les cellules. Le piston est pousse 
10 delicatement de maniere a avoir un ecoulement goutte a 

goutte des cellules diluees. 

Mais un traitement physique peut aussi etre 
constitue par un tri de type FACS "Fluorescent Analysis 
Cell Sorting" . 

15 Un traitement chimique des cellules selon 

1 ' invention consiste par exemple a trypsiniser les 
cellules ou a les soumettre a 1 ( action d'une autre 
protease . 

20 Les cellules des preparations selon 

1 ' invention peuvent ou non etre transfectees avec un ou 
plusieurs genes codant pour une substance active qui est 
utile pour la therapie ou le diagnostic. On entend au 
sens de la presente invention, par transfection avec un 

25 ou plusieurs genes codant pour une substance active, la 

transfection des cellules par un fragment d'acide 
nucleique, comme un vecteur d ' expression, integre dans 
l e genome ou present dans le cytoplasme des cellules, et 
capable de permettre 1 ' expression de polypeptide ( s ) , 

30 proteine(s) ou vecteur viral constituant directement ou 

indirectement une substance active. A titre d'exemples, 
on peut citer les cellules endotheliales cerebrales 
imrnortalisees transfectees avec un gene codant pour une 
substance active des compositions decrite dans la 

35 demande de brevet internationale PCT W096/11278 dont 
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1' enseignement est integre a la presente demande par 
reference. 

Li ' invention se rapporte aussi a 
5 1' utilisation des preparations cellulaires precedentes 

pour la preparation d'un medicament destine au 
diagnostic ou au traitement par therapie genique d'une 
maladie chez un patient par administration par voie 
systemique d'une quantite suffisante desdites cellules. 
10 L* invention a done egalement pour objet une 

composition pharmaceutique pour etre administree par 
voie systemique chez un sujet, caracterisee en ce 
qu'elle comprend une preparation de cellules comme 
decrite precedemment, en association dans ladite 
15 composition avec un vehicule pharmaceutiquement 

acceptable permettant la survie desdites cellules et ne 
favorisant pas leur re-agregation . On entend par 
composition pharmaceutique tant des compositions 
therapeutique que de diagnostic . 

20 

La taille des agregats qui ne sont pas 
susceptibles d'induire, lors de 1' injection des 
compositions de 1 ' invention chez un patient, des 
dysf onctionnements transitoires ou permanents sont 

25 fonction de la voie d' administration . Ainsi, les 

injections arterielles selective par organe vont 
directement dans ledit organe sans passer prealablement 
par un organe filtrant comme le poumon. En consequence, 
pour une administration intra-arterielle, la taille 

30 toleree des agregats est plus basse que pour une 

injection intra-veineuse . En effet, apres injection dans 
une veine du pli du coude, le filtre pulmonaire peut 
agir et limiter la presence d' agregats dans les autres 
organes. Toutefois, le risque d' effet deletere lors 

35 d'une injection intra-veineuse existe puisque la 
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Demanderesse a observe la mort d'animaux, probablement 
par embolie pulmonaire, lors de 1' injection de cellules 
endotheliales n 1 ayant pas subies une filtration 
prealable . 

5 En outre , une interpretation des donnees de 

l'art anterieur et les experiences realisees par la 
Demanderesse, semblent indiquer que des spheres d'une 
taille de plus de 40 microns sont susceptibles de 
presenter un effet deletere sur les tissus cibles par 

10 voie intra-arterielle. En consequence, si 1 ' on considere 

qu'un amas de cellules, par exemple endotheliales, se 
comporte comme une sphere, il est recommande selon 
1* invention d'eliminer les agregats de taille superieure 
a 30 microns. Neanmoins, les criteres physiques de 

15 deformabilite des cellules dans un micro-vaisseaux sont 

differents de ceux d'une particules synthetiques , et ce 
parametre doit etre pris en compte lors des traitements 
de cellules, comme par exemple en filtration, ou 
1 ' utilisation d'un filtre de 30 microns permet 

20 d'eliminer au maximum les agregats de plus de 30 microns 

et, en consequence, les cellules restantes, au moins 
90%, sont des cellules isolees, dont le diametre moyen, 
par exemple d'une cellule endotheliale, est de 10 
microns . 

25 En consequence, 1 1 invention concerne plus 

particulierement : 

d'une part une composition pour etre 
administree par voie intra-arterielle, avantageusement 
intra-carotidienne, chez un patient, caracterisee en ce 

30 qu'elle comprend une preparation de cellules ne 

comprenant pas d'agregat desdites cellules d'une taille 
superieure a 50 microns et de preference superieure a 3 0 
microns, et 

- d l autre part, une composition pour etre 
35 administree par voie intra-veineuse, chez un sujet, 
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caracterisee en ce qu'elle comprend une preparation de 
cellules ne comprenant pas d'agregat desdites cellules 
d'une taille superieure a 200 microns et de preference 
superieure a 100 microns. 

Ces deux voies d ' administration sont a 
prendre en consideration pour la selection des cellules 
injectees vers 1 ' organe ou le tissus vise. 11 est en 
effet recommande de cibler un organe en injectant les 
compositions de 1 1 invention dans 1 ' artere irriguant 
directement 1 ' organe cible . 

A 1' inverse, 1' injection desdites 

compositions par voie intra-veineuse, necessite d' avoir 
selectionne ou confere aux cellules des proprietes 
particulieres leur permettant de cibler 1 1 organe ou le 
tissus vise. 11 peut s ' agir par exemple d'une selection 
de cellules endotheliales presentant des proprietes 
d' adhesion specif iques ou d'une modification genique lui 
conferant les proprietes requises de 1 ' organe cible. 

La voie d' injection intra-arterielle, de 
preference intra-carotidienne pour des applications 
rapportant au SNC, constitue un mode de mise en oeuvre 
preferee des compositions de 1' invention. En effet, bien 
que 1' injection par voie systemique semble la plus 
adequate car elle permet une biodistribution la plus 
large possible, 1 ' analyse de ce parametre par la 
Demanderesse pour optimiser le procede de therapie 
genique mettant en oeuvre les compositions de 
1' invention a conduit a retenir tout pref erentiellement 
le reseau vasculaire carotidien, qui est la voie 
sanguine la plus proche du SNC. Ce reseau apporte 80 % 
du debit sanguin cerebral necessaire chez 1'homme au bon 
f onctionnement du SNC et est accessible en clinique 
humaine mais aussi a 1 ' experimentateur animal. 
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Ainsi, la Demanderesse a montre dans le 
cadre de la presente invention que 1' injection de 
cellules endotheliales dans la carotide est faisable en 
respectant le debit sanguin. Le choix de cette voie 
5 d' administration permet de minimiser au maximum les 

modifications du flux sanguin cerebral. En effet, le 
flux dans la carotide interne n'est jamais interrompu au 
cours de cette procedure. De plus, les analyses menees 
sur des animaux controles n'ont montre aucune atteinte 

10 parenchymateuse. Chez le rat, 1' injection se fait dans 

la circulation carotidienne generale et se repartit a 
tout le territoire concerne. Chez l'homme, il est 
possible par les techniques de neuroradiologie 
interventionnelle d'injecter a 1 ' aide d'un catheter des 

15 vaisseaux plus petits, tels que 1 ' artere cerebrale 

moyenne, 1' artere cerebrale anterieure ou 1' artere 
cerebrale posterieure voire des branches de ces arteres 
et done d'obtenir potentiellement un meilleur ciblage 
et un effet deletere moindre. Bien entendu, ces 

20 techniques sont invasives, mais elles ne le sont 

neanmoins pas plus qu'une arteriographie qui requiert 
les memes procedures. Elles sont en revanche bien moins 
invasives que les gestes d' injections 

intraventriculaires ou intracerebrales qui permettraient 

25 la delivrance d'un produit de therapie genique. 

Dans certaines conditions, 1' injection 
intra-carotidienne a occasionne une mortalite, et des 
lesions parenchymateuse s . La mortalite etait en generale 
immediate et associee le plus souvent a des troubles 

30 respiratoires . L ' explication la plus plausible est que 

1' injection de cellules provoquaient des embolies 
pulmonaires mortelles. Les lesions parenchymateuses sont 
survenues lorsque les quantites de cellules 
endotheliales etaient elevees et lorsque la suspension 

35 cellulaire n' etait pas filtree. Ces donnees confirment 
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le concept de la presente 1' invention, selon lequel ce 
sont les agregats cellulaires qui sont responsables des 
lesions parenchymateuses cerebrales et de la mortalite 
puisqu'elles sont minimisees apres filtration. Les 
lesions parenchymateuses cerebrales correspondent le 
plus probablement a des infarctus cerebraux puisqu'elles 
apparaissent en hypersignal en T2 et sont localisees au 
territoire vasculaire de la carotide interne. La 
filtration a presque permis de faire disparaitre tous 
ces effets deleteres, dans de rares cas une dilatation 
du ventricule lateral etait visible du cote de 
1 ' injection. 

Comme indique precedemment 1' absence 
d' agregats dans les preparations selon 1 ' invention 
permettent de disposer de compositions comprenant un 
nombre de cellules superieur a ce qui etait permis dans 
l'art anterieur. Ainsi, les composition selon 
1' invention, comprennent de 1 1 ordre de 1 000 a 300 000 
cellules par microlitre de composition. 

Les composition selon 1 ' invention sont tout 
particulierement utiles dans le domaine de la therapie 
genique, mais leur utilisation peut aussi etre envisagee 
en matiere de diagnostic. 

A titre d'exemple d ' applications 

therapeutiques des composition de 1' invention, ont peut 
citer le traitement et/ou la prevention des maladies 
neurologiques degeneratives , comme le Parkinson, 
1' Alzheimer, le Choree d 1 Huntington, etc., des accidents 
vasculaires cerebraux, des cancers, des affections de 
l'ceil, des maladies inf lammatoires telles que la 
polyarthrite rhumatoxde, des maladies immunologiques , 
des malformations vasculaires arterielles ou veineuses . 
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Parmi , les applications therapeutiques ci- 
dessus, 1 ' invention concerne plus particulierement , une 
composition pharmaceutique pour etre administree par 
5 voie systernique, avantageusement intra-arterielle, dans 

un procede de therapie genique d'une maladie du systeme 
nerveux central chez un sujet, caracterisee en ce que 
les cellules de la preparation presente dans ladite 
composition sont transfectees avec au moins un gene 
10 codant pour une substance active dans le traitement ou 

la prevention d'une maladie du systeme nerveux. 

On entend par maladie du SNC, tant le SNC 
lui-meme que l'oeil et notamment la retine, que les 

15 vaisseaux le constituant ou I'irriguant. A titre 

d'exemples de maladies du SNC, on peut citer, les 
tumeurs cerebrales, les infarctus cerebraux, les 
maladies neuro-degeneratives comme celles citees 
precedemment , ou les malformations arterio-veineuses ou 

20 simplement arterielles telles que les anevrysmes 

arteriels ou simplement veineux, les maladies oculaires 

et en particulier les degenerescences retiniennes. 

En consequence, les cellules des 

compositions de 1 ' inventions sont transfectees avec un 

25 gene codant pour une substance active dans le traitement 

et/ou la prevention des pathologies ci-dessus. 

La substance codee par le gene avec lequel 

les cellules ont ete transfectees peut etre directement 

ou indirectement active, c'est a dire necessiter : 

30 - 1 'administration au sujet d'une deuxieme 

substance interferant avec la premiere ou 

avec le gene codant pour celle-ci, ou 

1' exposition a une source d'energie, ou 

la transformation par une substance 

35 naturellement presente dans l'organisme, 

pour realiser l'effet therapeutique . 
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On peut citer notamment les substances et 
les genes choisis parmi : les facteurs de croissance, 
les facteurs anti-apoptotiques , les genes tueurs, les 
antiproteases, les immunomodulateurs, les genes 
5 suppresseurs de tumeur, les genes bloquant le cycle 

cellulaire, ou tout autre gene ou substance actif connus 
de l'homme du metier pour etre utile dans la prevention 
ou le traitement des maladies du SNC . 

10 Les compositions de 1 1 invention utiles pour 

le traitement d'une maladie du SNC sont par exemple 
dosees de fagon a permettre une administration de 
1 million a 200 millions de cellules par kilogramme de 
poids du sujet a traiter. 

15 

Pour cette application au SNC, 1' invention 
envisage plus particulierement des cellules 

endotheliales cerebrales avantageusement immortalisees . 

On connait en effet la therapie genique par 

20 greffe intracerebral de cellules genetiquement 

modifiees qui s'appliquent aux deficits neurologiques 
dus a une perturbation dans une zone restreinte du 
systeme nerveux central. Dans ce mode de traitement, une 
faible production de molecule therapeutique , par de 

25 petits greffons, peut etre capable de retablir une 

fonction normale. Pour pouvoir couvrir des territoires 
plus etendus que ceux atteints par greffe mecanique, 
directement dans le parenchyme cerebral, 1' injection par 
voie systemique semble la plus adequate. En effet, la 

30 voie sanguine est la voie classique d' administration des 

substances therapeutiques . Elle permet une 

biodistribution la plus large possible. Pour etendre 
cette approche d' injection a la therapie genique 
cellulaire, la cellule endotheliale cerebrale apparait 

35 maintenant comme un moyen de choix. 
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Mais la therapie genique de maladies du 
systeme nerveux central se heurte, en partie, aux 
problemes poses par le nombre de types cellulaires 
different composant le SNC et surtout par le nombre et 
5 la complexite de leurs connexions. De plus, la presence 

de la barriere hemato-encephalique, caracteristique du 
SNC, rend l'acces au cerveau difficile pour le 
traitement des pathologies du SNC, et complique la 
conception de nouvelles substances therapeutiques 
10 limitant ainsi 1 1 utilisation de ces substances a des 

injections intracraniennes ou intraoculaires . 

La demanderesse a maintenant mis en evidence 
que les cellules endothelials cerebrales sont 
susceptibles de constituer de bons vecteurs de therapie 
15 genique pour le systeme nerveux central. En effet, les 

cellules endothelials cerebrales composant le reseau 
vasculaire cerebral sont a 1 1 interface entre le sang et 
le parenchyme cerebral et forment la barriere hemato- 
encephalique caracteristique du systeme nerveux central. 
20 II a en outre ete montre qu'elles sont capables de 

survivre et de s 1 implanter dans le systeme nerveux 
central apres greffe intracerebrale (Quinonero et al, 
Gene therapy, 1997, 4, 111-119). 

Les travaux realises dans le cadre de la 
25 presente invention, ont permis de montrer a 1 ' aide de 

trois techniques differentes, coloration bisbenzimide et 
genes reporter (beta-galactosidase et GFP) que les 
cellules endothelials etaient capables, d'une part de 
s'integrer dans les vaisseaux et, d'autre part de 
30 survivre au sein du parenchyme en dehors de la lumiere 

des vaisseaux. Ces resultats demontrent done qu'il est 
possible d'exprimer un trangene dans le cerveau. Les 
potentialites therapeutiques des compositions de 
1' invention visent done plus specif iquement les maladies 
35 du systeme nerveux central. Les maladies plus 
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particulierement concernees par cette approche sont les 
tumeurs cerebrales et les infarctus cerebraux. Les 
maladies neuro-degeneratives peuvent etre aussi 
concernees et en particulier la maladie de Parkinson, la 
maladie d' Alzheimer, et la maladie de Huntington. 

En consequence, 1 1 invention a tout 
particulierement pour objet 1 ' utilisation de cellules 
endotheliales cerebrales immortalisees eventuellement 
trans fee tees avec un gene codant pour une substance 
active pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement ou a la prevention par therapie genique d'une 
maladie du systeme nerveux central chez un sujet par 
administration par voie intra-arterielle (intra- 
carotidienne) audit sujet d'une quantite suffisante 
desdites cellules pour delivrer au niveau du systeme 
nerveux central ladite substance active. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 
concernant la preparation des cellules endotheliales 
cerebrales immortalisees trans fectees avec un gene 
codant pour une substance active et leur utilisation 
dans le traitement par therapie genique d'une maladie du 
systeme nerveux central chez un patient par 
administration par voie intra-arterielle. Ces exemples 
se referent aux dessins en annexe dans lesquels : 

La figure 1 montre les lesions 
parenchymateuses induites par les injections de cellules 
endotheliales . 

- La figure 2 montre 1 ' identification des 
cellules RBE4 pre-marquees dans le cerveau. 

- La figure 3 montre 1 ' identification des 
cellules RBEZ dans le cerveau apres revelation de la 
betagalactosidase nucleaire par le X-Gal . 
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I - Materiel et methodes . 



Les trois lignees cellulaires suivantes ont 
ete utilisees : la lignee parentale RBE4 et deux lignees 
5 derivees de RBE4 , la lignee RBEZ et la lignee RBE4/GFP . 

Les lignees RBE4 et RBEZ sont decrites dans la demande 
de brevet Internationale PCT No . ■ W096/11278 . 

La lignee RBE4 a ete obtenue par la 
transfection de cellules endothelials cerebrales de rat 
10 Lewis en culture primaire par un plasrnide immortalisant 

contenant la sequence E1A de 1' adenovirus de type 2. Les 
conditions de culture pour les cellules RBE4 et les 
cellules derivees de RBE4 ont deja ete decrites 
precedemment (Durieu-Trautmann et al . , Frontiers in CVB, 
15 1993,331:205-210) . 

Les cellules RBEZ ont ete obtenues par 
exposition des cellules RBE4 a un vecteur retroviral non 
replicatif MFG-NB contenant le gene LacZ codant pour la 
beta-galactosidase de E. Coli associee a une sequence de 
20 localisation nucleaire (nls) (Lai et al . , PNAS, 1994, 

91:9695-9699). Les cellules RBEZ furent ensuite 
selectionnees par FACS ( fluorescence-activated cell 
sorting) en utilisant le substrat fluorescent de la 
beta-galactosidase, la f luoresceine di-beta- 

25 galactopyranoside (Lai et al . , PNAS, 1994, 91:9695- 

9699) . 

La lignee RBE4/GFP exprimant la GFP (Green 
Fluorescent Protein) a ete obtenue apres transfection 
des cellules RBE4 avec une construction contenant la 
30 sequence GFP sous le controle du promoteur de 

l'ubiquitine dans des cellules RBE4 . 



II - Preparation et maroua ae des cellules. 
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Les cellules en culture ont ete dissociees 
par la trypsine, rincees a plusieurs reprises et mise en 
suspension en solution a la concentration initiale de 
300 000 cellules par microlitre. La solution de dilution 
utilisee a ete soit le PBS glucose (lOmMol) comprenant 
du calcium et du magnesium, soit le PBS glucose sans 
calcium ni magnesium. Pour 1' injection, differentes 
concentrations de cellules ont ete utilisees. Ces 
concentrations finales de cellules allaient de 10 000 
cellules a 300 000 cellules par microlitre. Le volume 
total injecte a ete de 500 a 1000 microlitre. 

Les cellules RBE4 en culture ont ete 
premarquees au bisbenzimide (Hoechst 33342 Sigma) a la 
concentration de 7,5 mg/ml pendant 15 minutes a 37°C. Ce 
colorant nucleaire fluoresce en bleu sous lumiere 
ultraviolette du microscope a fluorescence. 

Ill - Filtration cellulaire . 

Dans certains cas, la solution finale a ete 
filtree a 1 ' aide de filtres de blutage (Polylabo, toile 
a bluter nylon #87404 NY 30 HC) de 30 microns selon le 
protocole suivant : les cellules a la concentration 
initiale ont ete aspirees a 1 ' aide d'un cone jaune d'une 
pipette P200 pour etre diluees dans la solution de 
dilution. Les cellules sont alors diluees et dissociees 
avec douceur par pipetage multiple de la preparation a 
l'aide d'une pipette P1000 et de son cone bleu 
correspondant . La suspension cellulaire est ensuite 
aspire dans une seringue de 1 ml avec une aiguille rose 
de 18 gauge. Le filtre de 30 microns a ete trempe au 
prealable dans du serum physiologique sterile puis 
desinfecte dans l'alcool a 100°, seche a l'air, retrempe 
dans du serum physiologique sterile. Le filtre est 
ensuite place entre 1' aiguille et 1 ' embout de la 
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seringue contenant les cellules. Le piston est pousse 
delicatement de maniere a avoir un ecoulement goutte a 
goutte des cellules diluees . En cas de difficultes a 
pousser le piston, le filtre est remplace. Cette 
manoeuvre de remplacement peut se faire jusqu'a 2 fois 
pour un ml. La viabilite des cellules a ete mesuree 
avant et apres filtration apres coloration au Bleu 
trypan et lecture sur cellule de Malassez . 

IV - Les injections intra-carotidiennes . 

Des rats adultes males Lewis (If fa-Credo) 
pesant 300 g en moyenne, ont ete anesthesies par 
anesthesique volatil (Isoflurane) dans un melange 
oxygene et protoxyde d' azote. Une induction de 5 minutes 
par 1' isoflurane a 5% a ete suivi d'une dose de maintien 
de 1% pour 1' operation qui durait generalement 30 a 40 
minutes. L' incision des tissus cutanes et sous cutanes 
a ete realise a 1 ' aide d'un bistouri monopolaire. Les 
tissus musculaires ont ensuite ete ecartes pour 
permettre une exposition correcte, a gauche, de la 
carotide commune, la bifurcation carotidienne, la 
carotide externe et interne. Apres dissection 
precautionneuse de la bifurcation carotidienne, une 
cauterisation des branches collaterales de 1 1 artere 
carotide externe a ete effectuee a 1 ' aide d'un thermo- 
coagulateur bipolaire. Une thermocoagulation a aussi ete 
effectue sur l'extremite cephalique de 1 1 artere carotide 
externe afin d' avoir un moignon catheterisable le plus 
long possible. Un clip vasculaire (type SUNDT pour 
malformation arterio-veineuse) , prealablement trempe 
dans l'heparine diluee, est ensuite pose sur la carotide 
externe, proche de la bifurcation carotidienne. Une 
catheterisation du moignon exclu de la circulation 
arterielle est realisee a 1 ' aide d'un catheter a ailette 
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en Vialon (0,7x19 mm, Insyte-W TM , Becton Dickinson) 
prealablement rince par de l'heparine diluee. Une pointe 
de colle par de la Super-glue (Loctite) sur la 
collerette arterielle autour du catheter est ensuite 
5 posee af in de solidariser le moignon et le catheter . Le 

clip est ouvert pour permettre un reflux de sang 
arteriel dans le cathether et 1 ' evacuation d'un eventuel 
caillot qui aurait pu se former. Le flux est a nouveau 
interrompu pour permettre 1 ' adaptation de la seringue, 

10 contenant les cellules , a 1 ' embout du catheter . Le flux 

est ensuite retabli et 1' injection est effectuee 
manuellement ou a 1 ' aide d'un pousse seringue motorise 
dont la vitesse aura ete prealablement reglee pour 
permettre une equilibration des flux entre le sang 

15 arrivant de la carotide commune et la solution venant du 

cathether. L ' injection se fait sous le controle de la 
loupe chirurgicale (Leica) . A la fin de 1' injection le 
moignon est cauterise tout en verifiant que le flux dans 
la carotide commune et interne soit parfaitement 

20 maintenu . Les animaux controles ont subi la meme 

operation que celle decrite ci-dessus mais seul le 
tampon de dilution de la suspension cellulaire a ete 
injecte, sans les cellules endotheliales . 

25 V - Etude par imaoerie des tissus . 

Certains rats ont subi une IRM cerebrale sur 
un appareil de 7 Tesla (appareil Varian) voire une 
spectroscopie . L'imagerie IRM a ete realisee avec des 

30 coupes coronales jointives de 1 mm de tout le cerveau et 

des coupes coronales jointives centrees sur le cerveau 
anterieur ( telencephale et diencephale, a 1' exclusion du 
bulbe olfactif) de 500 microns. Des sequences ponderees 
en T2 ont ete utilisees dans la majorite des cas . Dans 

35 les rares cas ou les IRM etaient realisees avant 24 
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heures une sequence de diffusion etait rajoutee pour 
identifier les lesions eventuellement non visibles en 
sequences T2 . Lorsque le cerveau ne montrait pas 
d' anomalies parenchymateuses a l'IRM, une spectroscopic 
5 etait realisee afin de comparer les profils spectraux 

droits et gauche chez un meme animal . 

VI - Etude histoloaiaue , 

10 Les animaux ont ete sacrifies a differents 

temps apres injection. En cas de sacrifice immediat, les 
differents organes preleves (cerveau, cceur, foie, rein, 
oeil, rate, testicule, carotide gauche) ont ete 
immediatement congeles dans 1 ' isopentane ref roidie par 

15 l' azote liquide. En cas de sacrifices plus tardifs, les 

animaux ont eu une perfusion transcardiaque de 100 ml de 
PBS puis de 500 ml de PFA 4%. Les cerveaux preleves ont 
ete, post-fixes pendant 2 a 4 heures dans le PFA 4% puis 
cryoproteges dans du sucrose (20 a 3 0%) pendant 48 

20 heures. Les cerveaux ont ensuite ete congeles dans 

1 ' isopentane . Tous les tissus ont ete sectionnes au 
cryostat soit pour obtenir des coupes montees sur lame 
de 30 microns d'epaisseur (tous les organes) ou des 
coupes flottantes (le cerveau) de 40 microns 

25 d'epaisseur. Les coupes flottantes etaient ensuite 

incubees dans une solution comprenant du X-gal pendant 3 
heures 3 0 en cas d 1 utilisation de cellules RBEZ selon la 
technique decrite par Weis et al . (1991). Les tissus 
controles etaient tou jours traites de maniere 

30 concomitante 

VII - Resultats . 
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Quarante huit rats ont ete operes et 
injectes. Neuf ont eu une injection manuelle et 39 une 
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injection a 1 ' aide d'un moteur electrique portable de 

notre conception afin d'obtenir une injection lente et 

reguliere. Les premieres operations ont permis de 

confirmer 1' absence de thrombose apres injection de la 
5 carotide commune et interne. 

1) Mortalite . 

Sept rats sont morts prematurement dont 5 
quelques minutes apres 1* injection avec semble t-il des 

10 problemes respiratoires (n=3), des troubles 

neurologiques avec convulsions (n=l) ou sans cause 
evidente (n=l) . Dans tous les cas ces morts sont 
survenus avant 1 ' utilisation des f litres. Pour 6/7 rats 
la dose injectee etait > 50 millions de cellules. Aucun 

15 deces n'a ete identifie dans le groupe controle (n=10) . 

2 ) Effets deleteres tissulaires . 

a) IRM et spectroscooie . 

20 Afin d'etudier les lesions tissulaires 

produites par les injections intra-carotidiennes de 
cellules endotheliales genetiquement modifiees nous 
avons realise des IRM cerebrales et des etudes en 
spectroscopie . L ' IRM cerebrale representee aux figures 1 

25 et 2 en annexe fournit des donnees morphologiques alors 

que la spectroscopie fournie des ^donnees chimiques. La 
spectroscopie a surtout ete realisee lorsque 1 ' IRM etait 
normale. Vingt IRM (rats #17, 18, 20, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 29, 30 (2 fois) , 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39) 

30 ont ete realisee et 6 spectroscopies. Elle etait 

tou jours normale chez les animaux controles (n=3) 

On observe sur les photos de la figure 1, 
les coupes coronales IRM joint ives de 1 mm, sequences 
ponderees en T2. A, B, C : injection de 25 millions de 

35 cellules RBEZ non filtrees ; D, E, F : injection de 25 
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millions de cellules RBEZ apres filtration. II convient 
de remarquer en A, B, C la presence d'un hypersignal 
cortical et putaminal gauche ipsilateral a 1' injection 
qui est le temoin d'un infarctus cerebral; les 
5 ventricules lateraux (hypersignaux plus intenses et 

homogenes que la lesion) droit et gauche sont dilates ; 
la lesion provoque aussi un effet de masse avec 
deplacement de la ligne mediane. En D, E, F, on note 
1' absence d'hypersignal parenchymateux, de dilatation 

10 ventriculaire et d' effet de masse. 

On observe sur les photos de la figure 2, 
les coupes coronales histologiques de cerveau permettant 
identification de cellules RBE4 prealablement marquees 
au bisbenzimide et visualisees en epif luorescence par 

15 une emission dans les ultra-violets. En A-D, observation 

du parenchyme cerebral quelques minutes apres injection 
intracarotidienne. En F,G, observation 7 jours apres. 
L-es fleches en B et C identifient des cellules marquees 
dans les micro-vaisseaux intracerebraux . II convient de 

20 remarquer en E, la presence de cellules marquees dans 

les vaisseaux du plexus chorolde . La fleche en F montre 
un vaisseau exprimant une cellule positive. En G, la 
fleche montre la presence de cellules marquees dans les 
plexus choroldes . 

25 

Pour deux rats, L * IRM a ete realisee 15 
heures environ apres 1' injection des cellules, et dans 
ces cas des sequences de diffusion ont ete realisee en 
plus des sequences T2 pour etre certain de bien 

30 visualiser les modifications parenchymateuses . Dans les 

autres cas, les IRM ont ete faites entre 4 et 7 jours 
post-injection. Avant le protocole de filtration, 13 IRM 
ont ete realisees et 7 IRM apres. Avant filtration, pour 
les rats injectes avec 10 millions (n=3) aucune lesion 

35 parenchymateuse n'a ete detectee sur IRM ou 
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spectroscopie; neanmoins une dilatation ventriculaire 
etait visible dans 2 des 3 cas tou jours du cote gauche 
correspondant a la carotide injectee- Parmi les rats 
injectes avec 25 millions (n=4) une dilatation 

5 ventriculaire etait visible dans 3 cas mais sans 

anomalie parenchymateuse et un rat presentait un 
hypersignal parenchymateux. Dans les 3 cas sans anomalie 
a I'IRM, 2 sur 3 avaient une spectroscopie anormale. 
Parmi les rats injectes avec 50 millions (n=2) les 2 

10 avaient des lesions d ■ hypersignal parenchymateuses 

visibles en IRM. 

Apres application du protocole de 
filtration, les cerveaux des rats injectes avec 25 
millions (n=2) ne presentaient pas d ' hypersignal 

15 parenchymateux, mais 1'un d'eux avait une dilatation 

ventriculaire. Parmi les cerveaux de rats injectes avec 
50 millions (n=4) un seul revelait un hypersignal 
cortical gauche. Ce rat avait neanmoins ete 
prealablement traite par mannitol afin d'ouvrir la 

20 barriere hemato-encephalique . Un autre, parmi les 3 

restants, avait une dilatation du ventricule lateral 
ipsilaterale a 1' injection. 

b) Histoloaie des tissus injectes . 

25 Les colorations des coupes par un colorant 

de Nissl (cresyl violet) n'ont pas revele de lesions 
paranchymateuses evidentes apres injection de cellules 
filtrees. Par contre, avant filtration, 1' injection de 
cellules provoquait des anomalies histologiques . Ces 

30 anomalies etaient d'une part, des pertes cellulaires 

avec perte regionale de la lamination des differentes 
couches du cerveau et d' autre part, une 
hypercellularite, temoin d'une reaction inf lammatoire 
microgliale et astrocytaire . 
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3 ) Localisations des cellules . 

a) Identification des cellules RBE4 
premarouees au Bisbenzimide . 

5 Quelques minutes apres injection de cellules 

endotheliales RBE4 marquees par le Bisbenzimide, les 
cellules etaient clairement identifiees dans les micro- 
vaisseaux du cerveau, comme montre sur la figure 3. Sept 
jours apres 1' injection, quelques cellules sont encore 

10 visibles, integrees dans des vaisseaux sanguins mais 

aussi au sein du parenchyme. 

La figure 3 montre en A, une cellule RBEZ 
est incorporee a la lumiere d'un vaisseau intra- 
cerebral. En B, une cellule RBEZ en position 

15 extraluminale intra-parenchymateuse . II convient de 

remarquer en C (agrandissement de B) la bordure du 
vaisseau (f leches noires). 

b) Identification des cellules RBEZ oar la 
20 coloration au X-Gal . 

Des greffes systemiques de cellules RBEZ 
permettent de mettre en evidence, 7 jours post- 
injection, des cellules dont le noyau est bleu, soit 
integrees dans des vaisseaux, soit dans le parenchyme a 

25 distance de la paroi vasculaire. La localisation 

nucleaire du marquage X-gal a ete confirmee par un 
marquage des coupes a 1 ' aide du bisbenzimide (Hoechst) , 
un colorant du noyau. Lorsque le marquage etait 
ef f ectivement nucleaire le marquage fluorescent Hoechst 

30 etait masque par la coloration au X-gal. En revanche 

lorsque le marquage etait cytoplasmique le marquage 
nucleaire etait clairement visible temoignant d'une 
expression de la beta-galactosidase endogene (non 
montre) caracteristiques des cellules macrophagiques . 



35 



WO 00/371 11 PCT/FR99/02964 

Zo 



c) Identification des cellules GFP oar 
eoi fluorescence . 

Des cellules exprimant le GFP etaient 

visibles sous forme d'une coloration fluorescente verte 

5 a 1, 3 et 5 jours apres injection de cellules 

endotheliales GFP. Le marquage vert de la GFP etait 

visible a la fois dans le cytoplasme et le noyau de la 

cellule comme a permis de le confirmer les contre- 

colorations du noyau a 1'aide du Bisbenzimide . Deux 

10 types de morphologie de cellules endotheliales etaient 

visibles. D'une part, des cellules rondes isolees qui 

semblaient en position endovasculaires et d' autre part, 

des cellules allongees souvent par groupe de 2 au sein 

du parenchyme. 
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RE VEND I CAT I ON S 

1) Preparation de cellules de mammifere 
eventuellement transf ectees avec au moins un gene codant 
pour une substance active, pour etre administree par 
voie systemique chez un sujet, caracterisee en ce 
qu'elle ne comprend pas d'agregat desdites cellules 
d'une taille susceptible d'entrainer chez ledit patient 
des dysf onctionnements transitoires ou permanents . 



2) Preparation de cellules de mammifere 
selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle ne 
comprend pas d'agregat desdites cellules d'une taille 
super ieure a environ 200 microns, de preference 

15 superieure a 50 microns et tout pref erentiellement 

super ieure a 30 microns. 

3) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une des revendications 1 a 2, caracterisee en ce 

20 que lesdites cellules sont immortalisees . 

4) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une quelconque des revendication 1 a 3, 
caracterisee en ce que les cellules sont non 

25 tumorigenes . 

5) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une des revendications 1 a 4, caracterisee en ce 
que lesdites cellules sont choisies dans le groupe 

30 comprenant les cellules endothelials et les cellules 

epitheliales de mammiferes. 



6) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
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que lesdites cellules sont choisies dans le groupe 
comprenant les cellules cerebrales et retiniennes. 

7) Preparation de cellules de mammifere 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, 
caracterisee en ce que lesdites cellules ont subies un 
traitement biologique, chimique ou physique empechant la 
formation d ' agregat ou supprimant specif iquement les 
agregats desdites cellules d'une taille superieure a 
environ 200 microns, de preference superieure a 50 
microns et tout pref erentiellement superieure a 30 
microns, puis mises en suspension dans un milieu 
permettant la survie desdites cellules et ne favorisant 
pas leur re-agregation . 

8) Preparation de cellules de mammifere 
selon la revendication 7, caracterisee en ce que le 
traitement biologique consiste a modifier genet iquement 
les dites cellules par une sequence d'acide nucleique 
exprimant un agent empechant la formation d' agregat ou 
inhibant 1' expression d'un agent favorisant la formation 
d 1 agregat desdites cellules. 

9) Preparation de cellules de mammifere 
25 selon la revendication 7, caracterisee en ce que le 

traitement physique consiste en une filtration ou un 
tamisage . 

10) Composition pharmaceutique pour etre 
30 administree par voie systemique chez un sujet, 

caracterisee en ce qu'elle comprend une preparation de 
cellules selon l'une quelconque des revendications 1 a 
9, en association dans ladite composition avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable permettant la 
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survie desdites cellules et ne favorisant pas leur re- 
agregation. 

11) Composition pour etre administree par 
5 voie intra-arterielle, avantageusement intra- 

carotidienne, chez un patient, selon la revendication 
10, caracterisee en ce qu'elle comprend une preparation 
de cellules ne comprenant pas d'agregat desdites 
cellules d'une taille superieure a 50 microns et de 
10 preference superieure a 30 microns. 

12) Composition pour etre administree par 
voie intra-veineuse, chez un sujet, selon la 
revendication 10, caracterisee en ce qu'elle comprend 

15 une preparation de cellules ne comprenant pas d'agregat 

desdites cellules d'une taille superieure a 200 microns 
et de preference superieure a 100 microns. 

13) Composition selon 1'une quelconque des 
20 revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'elle 

comprend de 1 ' ordre de 1 000 a 300 000 cellules par 
microlitre de composition. 

14) Composition pharmaceutique pour etre 
25 administree par voie systemique dans un procede de 

therapie genique d'une maladie du systeme nerveux 
central chez un sujet, selon 1'une des revendications 10 
a 13, caracterisee en ce que les cellules sont 
transfectees avec au moins un gene codant pour une 
30 substance active dans le traitement ou la prevention 

d'une maladie du systeme nerveux. 

15) Composition selon la revendication 14, 
caracterisee en ce que la substance ou le gene actif 

35 dans le traitement ou la prevention d'une maladie du 
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systeme nerveux est choisie parmi les facteurs de 
croissance, les facteurs anti-apoptotiques , les genes 
tueurs, les antiproteases , les immunomodulateurs , les 
genes suppresseurs de tumeur, les genes bloquant le 
cycle cellulaire. 

16) Composition selon l'une des 

revendications 14 a 15, caracterisee en ce qu'elle est 
dosee de fagon a permettre une administration de 1 
million a 200 millions de cellules de mammifere 
immortalisees transfectees avec au moins un gene codant 
pour une substance active par kilogramme de poids du 
sujet a traiter. 






PCT/FR99/02964 



74 



D 




THIS 



WO 00/37111 



PCT/FR99/02964 




f Hll mm BLANK (uspto) 



WO 00/37111 



PCT/FR99/02964 




THSS PAGE BLANK (uspto) 



WO 00/371 11 



PCT/FR99/02964 



4/4 

Fig. 3 



' WIS PAGE BLANK (usrro) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tl ltd Jtwd ApplioitwH No 

PCT/FR 99/02964 



tp^^ N KW CT "lfN5/10 A61P25/00 



Aoconftig to tntemattoral Patent Oaaafflcaflon (IPC) or to both national daasrflcaflon and IPC 



& FIELDS 8EARCHED 



Mnfcnum documentation 

IPC 7 A61K 



aeeiched (dassfflcatton system fotowed by classification eymbote) 



Documentation searched other than mttfmm documentation to the extent that such documents are tncfcjded In the fields searched 



Bectronic data base consulted during the hitema fl onat search (name of data base and, where practical, search temw used) 



& DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* Citation of document wtth hdksattcn. where appropriate. of the relevant passages 



Relevant to data No. 



WO 97 40139 A (NEUROTECH SA ; ADAMSON PETER 
(GB); GREENWOOD JOHN (GB); LUND RAYNON) 
30 October 1997 (1997-10-30) 
cited in the application 

W0 96 11278 A (CHAVER0T NATHALIE 
•JCHELINGERIAN JEAN LEON (FR); ADIM (FR); 
R0UX F) 18 April 1996 (1996-04-18) 
cited in the application 



□ 



Further documents are tsted In the oonfruatlon of box C. 



Patent family members are Isted annex 



• Special categories of cited documents : 

"A* document defrfog the genera! state of the art which to not 

considered to be of particular relevance 
°E" earlier document but pubtahed on or after the hitem a ttonal 

fling date 

T" document which may throw doubts on priority cta*n(e)or 
which to cfted to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O* dooument referring to an oral dadosure. use, exhfcrflonor 



°P" document pubtahed prior to ihe toemalionai flhg date but 
later than the priority date daimed 



T" later document published after the WemaHonaJ tlhg date 
or priority date and not fci conflct wtth the apptcatton but 
cited to ur>derstand the prtic^crtriec^ underlying the 
hventlon 

"X" document of particular relevance: the claimed frrvention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
hvdve an Inventive step when the document Is taken alone 

■Y" document of particular relevance: the claimed hventfon 

cannot be considered to tnvoive an hventtve step when the 
document Is cornbsied wtth one or more other such docu- 
ments, such cxarnbtaation bdng obvious to a person ettted 
h the art. 

document member of the same patent famly 



Date of the actual completion d the kitemaflonal search 



3 March 2000 



Date of mailng of the international search report 

13/03/2000 



Name and malftg address of the ISA 

European Patent Office, PB. 5816 Patenttaan 2 
NL-2280HVR!)sw1>c 
Td. (431-70) 340-4040. Tx. 31 661 epo ri. 
Fax: (431-70) 340-3016 



Authorized officer 



Rempp, G 



Form PCT7I8AO10 (stoond #w«t) (Jtiy 1982) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

(ntonmbon on pctnit family FTMnitMTt 


into ml Application No 

PCT/FR 99/02964 


Patent document 
cited tn search report 


PU>0cation 
dat 


Patent f amity 
memberfc) 


PU>8catfc>n 
date 



WO 9740139 



30-10-1997 



FR 
AU 
CA 
EP 
JP 
NZ 



2747690 
2704197 
2225520 
0833895 
11508142 
329360 



24-10-1997 
12-11-1997 
30-10-1997 
08-04-1998 
21-07-1999 
28-05-1999 



WO 9611278 


A 


18-04-1996 


FR 


2726005 A 


26-04-1996 








AU 


3657595 A 


02-05-1996 








CA 


2202066 A 


18-04-1996 








EP 


0787197 A 


06-08-1997 








JP 


10507074 T 


14-07-1998 








NZ 


293994 A 


25-02-1999 



Form PCT/tSAOl O <o>M tantfy max) (Aiy 1 992) 



RAPPORT DE RECHER 



INTERNATIONALE 



PCT/FR 99/02964 



A. CLA8SEHEHT OE L'OBJETOE LA DEMANDE 

CIB 7 A61K48/00 C12N5/10 



A61P25/00 



Sefon la etaaafflcaflcn Kemaflcnale dea brevete (CIB) ou a la loto eelco la daaalflcancn naUcnate ettaQB 



B. DOMAIHE8 8UR LE8QUEL8 LA RECHERCHE A POHTE 



DocumentaOon mtranale oonauttee 

CIB 7 A61K 



(eysteme de dasaMcaUon euM dee symboles de ciassement) 



Documentation c 



coneuttee autre que ia documentation mttmafe dans la meeure ou cee documents rei event dee domatnee cur teeopete a port© la 



Base de donneee etectronkjue consuttee au cours de ia recherche intematlonaJe <nom de la base de donneee, et si realeabte, tem>ee de recherche udlaee) 



C. DOCUMENTS CO MSI PERES COMME PEHT1WEWTB 



Cetegorte * Identification dee documents cttee, avec. le caa echeant ITnolcalJcn dee passages pertinents 



na dee revendcattons vteeee 



WO 97 40139 A (NEUROTECH SA ;A0AMSON PETER 
(GB); GREENWOOD JOHN (GB); LUND RAYMON) 
30 octobre 1997 (1997-10-30) 
cite dans la demande 

W0 96 11278 A (CHAVEROT NATHALIE 
;TCHELINGERIAN JEAN LEON (FR); ADIH (FR); 
R0UX F) 18 avril 1996 (1996-04-18) 
cite dans la demande 



□ 



Voir la autte du cadre C pour la tin de la tote dee documents 



Lee documents de famUes de brevets sort Indquea en annexe 



• Categories specialea de documents crtee: 

"A" document d&Mssant fetal ^enerel d e la technique, non 

constdere comme partJculerement pertinent 
"E" document anterleur. mate ouble a la date de depot International 

ou aprea oette date 
T_° document pouvant Jeter un doute «ur une revenoteation de 

prtortte ou ctte pour determiner la date de publication tfune 

autre crtation ou pour une rateon spectaie (tele qu'lndlquee) 
"O" document ae referant a une dvutgation orate, a un usage, a 

une exposition ou toue autree moyens 
document puble avant la date de depot rrternationaJ, maia 

pceterteuremant a la date de prt ortte revenolquee 



T document ufterteur puble aprea la date de depot international ou la 
date de prtortte et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent mate dte poiff oornprendre le pttnctpe 
ou te theone constituant ta base de (Invention 

*X" document panteulerement pertinent Tlnven tlon revendkjuee ne peut 
etre consideree comme nouvetle ou comme impiouant une acttvtte 
Inventive par rapport au document const dere taoJement 

"Y* document panlculerement pertinent ftrtven tlon revendlquee 
ne peut etre conatderee comme Impilquant une activtte inventive 
toreoue te document est asaocJe a un ou piusteuw autree 
documents de meme nature, oette comfasiateon etant evldente 
pour une persome du metier 
document qui fatt parte de ta meme famile de brevete 



Date a tetquef le la recherche imemaflon a le a ete ettectivernent achevee 



3 mars 2000 



Date tfexpeoWon du present rapport de recherche Internationale 

13/03/2000 



et adreeee postsde de .'a om j itatiati on chargee de la 
Office E m ope in dee Brevets, P.B. 5618 
NL-2280HVH)bwCPc 
Tel. (431-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nj, 
Fax (431-70) 340-3016 



Internationale 
2 



Forctionnaire autortee 



Rempp, G 



FdrrnU*** PCT71SA/210 (dHflOlm teull*) (julst 1992) 



RAPPORT DE RECHE^PSiE INTERNATIONALE 



Dm .■ l iinn i lim ial* Me 

PCT/FR 99/02964 



Document brevet dts 
au rapport de recherche 



Dated 
pitollcatton 



Membre(8) de la 
famille de brevets) 



Oatede 
ptfjBcatton 



U0 9740139 



30-10-1997 



FR 
AU 
CA 
EP 
JP 
NZ 



2747690 
2704197 
2225520 
0833895 
11508142 
329360 



24-10-1997 
12-11-1997 
30-10-1997 
08-04-1998 
21-07-1999 
28-05-1999 



W0 9611278 


A 


18-04-1996 


FR 


2726005 A 


26-04-1996 






AU 


3657595 A 


02-05-1996 








CA 


2202066 A 


18-04-1996 








EP 


0787197 A 


06-08-1997 








JP 


10507074 T 


14-07-1998 








NZ 


293994 A 


25-02-1999 



Fan**** PCTA8A/2I0 (mut* (mdw <*• b««&) <M*« 1 W 



I KAI I b Ub UUUMfcKA I IUN fcN IVIA I IbHb Ub bHbVb I £> 



Exp<§diteur: L'ADMINISTRATION CHARGEE DE 

L'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Destinataire: 

BREESE, PIERRE 
BREESE-MAJEROWICZ 
3, Avenue de l'Ope>a 
75001 Hans 
FRANCE 


PCT 

NOTIFICATION DE TRANSMISSION DU 
RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE 
INTERNATIONAL 

(regie 71.1 du PCT) 


Date tfexpedition 

(jour/mois/ann§e) 23.03.2001 


Florence du dossier du deposant ou du mandataire 
N13B2263PCT 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande intemationale No. 
PCT/FR99/02964 


Date du depot international (jour/mois/annSe) 
30/11/1999 


Date de priorite (jour/mois/annSe) 
21/12/1998 


Deposant 

NEUROTECH (S.A.) et al. 
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d'examen preliminaire international pour la demande intemationale et le lui transmet ci-joint, accompagne, le 
cas echeant, de ces annexes. 



2. line copie du present rapport et, le cas echeant, de ses annexes est transmise au Bureau international pour 
communication & tous les offices elus. 



3. Si tel ou tel office §lu I'exige, le Bureau international etablira une traduction en langue anglaise du rapport (a 
I'exclusion des annexes de celui-ci) et la transmettra aux offices interesses. 



4. RAPPEL 

Pour aborder la phase nationale aupr^s de chaque office elu, le deposant doit accomplir certains actes (depot 
de traduction et paiement des taxes nationales) dans le delai de 30 mois a compter de la date de priorite (ou 
plus tard pour ce qui concerne certains offices) (article 39.1) (voir aussi le rappel envoye par le Bureau 
international dans le formulaire PCT/IB/301). 

Losrqu'une traduction de la demande Internationale doit etre remise a un office elu, elle doit comporter la 
traduction de toute annexe du rapport d'examen preliminaire international. II appartient au deposant d'etablir la 
traduction en question et de la remettre directement a chaque office elu interesse. 

Pour plus de precisions en ce qui concerne les delais applicables et les exigences des offices elus, voir le 
Volume II du Guide du deposant du PCT. 
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administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 
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I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont consid&rees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. Wet 70.17).) : 

Description, pages: 

1-28 version initiale 

Revendications, N°: 

1-16 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/4-4/4 version initiale 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiquSs ci-dessus etaient a la disposition de ('administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la rfegle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la r^gle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas echeant), I'examen preliminaire intemationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a ('administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a i'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entraine I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 05 : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas §cheant : 



V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 2, 7-9, 11-16 

Non : Revendications 1, 3-6, 10 

Activite inventive Oui : Revendications 2, 7-9, 11-13 

Non : Revendications 1, 3-6, 10, 14-16 

Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1-16 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Re Item V 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or 
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement 

Documents cites 

La presente notification fait mention du document D1 cite dans le rapport de recherche. 

D1: WO 96 11278 A (1996-04-18) 

La presente notification fait egalement mention du document D2 cite dans la presente 
demande (voir copie jointe). 

D2: WO 93 13807 A1 (1993-07-22) 

Nouveaute et activite inventive - Articles 33(2) et (3) PCT 

1. La presente demande concerne une preparation de cellules de mammifere, 
immortalisees, non tumorigenes, cerebrales ou retiniennes, endothelials ou 
epitheliales, pour etre administree par voie systemique chez un sujet, caracterisee 
en ce qu'elle ne comprend pas d'agregat desdites cellules d'une taille susceptible 
d'entrainer chez ledit patient des dysfonctionnements transitoires ou permanents. 
La presente demande concerne egalement une composition pharmaceutique 
contenant lesdites cellules, cette composition pouvant etre utilisee dans un 
procede de therapie genique d'une maladie du systeme nerveux central. 

2. Le document D1 a pour objet des lignees cellulaires endothelials cerebrales de 
mammifere, immortalisees, non tumorigenes, ainsi que des compositions 
comprenant lesdites lignees, pouvant etre avantageusement administrees chez 
un sujet par voie intra-veineuse ou intra-arterielle (voir resume, page 1 lignes 5- 
11, page 3 lignes 1-25, page 6 lignes 7-17). Aucun effet deletere desdites lignees 
n'est mentionne (voir page 5 lignes 22-26). En consequence le document D1 
anticipe I'objet des revendications 1, 3-6 et 10 (Article 33(2) PCT). De plus, le 
document D1 mentionne I'utilisation desdites lignees cellulaires pour des 
applications therapeutiques, notamment le traitement des maladies neurologiques 
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(voir resume lignes 2-3, page 1 lignes 8-11, page 5 lignes 26-29). Ce document 
est done egalement prejudiciable a I'activite inventive des revendications 14-16 
(Article 33(3) PCT). 

Le document D2 decrit, comme mentionne dans la presente demande (page 5 
lignes 10-14), I'injection intra-veineuse par la veine de la queue de souris de 
cellules endothelials de souris non tumorigenes, genetiquement modifiees, et ne 
mentionne pas I'observation d'effet deletere-lie a la formation d'agregats 
cellulaires (voir resume, page 11 lignes 11-14, , page 12 lignes 18-24, page 19 
lignes 9-14, revendications 1-3). En consequence, le document D2 anticipe I'objet 
des revendications 1, 4, 5 et 10. 

3. II est a noter que les objections ci-dessus sont dues au fait que la formulation de 
la revendication 1 est imprecise et ne contient pas la caracteristique technique 
essentielle a I'invention qui permettrait de delimiter I'invention de fagon non 
ambigue par rapport a Petat de la technique du point de vue de la nouveaute (voir 
objection point VIII paragraphe 1.ii). 

Dans le cas ou la Demanderesse modifierait la revendication 1 en incorporant la 
caracteristique technique essentielle a I'invention, comme propose au point VIII 
paragraphe 1 .ii), I'objet de cette revendication serait alors considere comme 
nouveau et inventif conformement a I'Article 33(2) et (3) PCT: 

En effet, le probleme technique sous-jacent a la presente demande est de fournir 
une preparation cellulaire de mammifere contenant un grand nombre de cellules 
et n'induisant pas, apres, administration par voie systemique chez un sujet, de 
dysfonctionnements transitoires ou permanents chez ledit sujet. La solution a ce 
probleme proposee par la presente demande est d'utiliser une preparation 
cellulaire caracterisee en ce qu'elle ne comprend pas d'agregat desdites cellules 
d'une taille superieure a environ 200 microns, de preference superieure a 50 
microns et tout preferentiellement superieure a 30 microns. 

Aucun des documents de I'art anterieur mis a la disposition de I'lPEA ne 
mentionne d'effet deletere de compositions cellulaires administrees par voie 
systemique du a la presence d'agregats cellulaires ni ne suggere I'utilisation d'une 
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preparation cellulaire comprenant des agregats cellulaires ayant une taille limitee. 
Par consequent, I'lPEA est d'avis qu'il ne serait pas evident pour I'homme du 
metier au vu de Tart anterieur disponible, de penser a utiliser une preparation 
cellulaire se caracterisant en ce qu'elle ne comprend pas d'agregat cellulaire 
d'une taille superieure a environ 200 microns, de preference superieure a 50 
microns et tout preferentiellement superieure a 30 microns pour resoudre le 
probleme pose. Par consequent, I'objet de la presente demande impliquerait une 
activite inventive au sens de I'Article 33(3) PCT. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 

1. Les revendications contiennent de nombreuses definitions qui ne sont pas 
admissibles d'apres I'Article 6 PCT: 

i) L'expression 'un gene codant pour une substance active' dans les 
revendications 1, 14 et 16 est imprecise et engendre un doute quant a Petendue 
de la protection demandee car elle definit le compose par sa fonction et non par 
ses caracteristiques structurelles. Ce mode de definition ne fait pas reference a un 
compose ou groupe de composes precis mais englobe un nombre infini de 
composes pouvant avoir des compositions chimiques tres differentes. De meme, 
les adverbes 'au moins' et 'environ' dans les revendications 1, 2, 7, 14 et 16 sont 
imprecis et non conformes aux conditions de clarete requises par I'Article 6 PCT. 

ii) Les formulations 

- 'ne comprend pas d'agregat desdites cellules d'une taille susceptible d'entrainer 
chez ledit patient des dysfonctionnements transitoires ou permanents' 
(revendication 1) 

- 'ont subi un traitement biologique, chimique ou physique empechant la formation 
d'agregat ou supprimant specifiquement les agregats desdites cellules d'une taille 
superieure a environ 200 microns' (revendication 7) 

- 'consiste a modifier genetiquement lesdites cellules par une sequence d'acide 
nucleique exprimant un agent empechant la formation d'agregat ou inhibant 
l'expression d'un agent favorisant la formation d'agregat desdites cellules' 
(revendication 8) 
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definissent I'objet desdites revendications par un resultat a atteindre et non par les 
caracteristiques techniques necessaires pour obtenir ce resultat. Ce type de 
definition introduit un manque de clarete en ce qui concerne I'etendue de la 
protection demandee. Par consequent, les revendications devraient etre 
reformulees en inserant les caracteristiques techniques essentielles pour arriver 
au dit resultat (Article 6 PCT). Par exemple, la caracteristique essentielle pour 
atteindre le resultat recherche dans la revendication 1 est contenue dans la 
revendication 2: la taille des agregats ne doit pas etre superieure a 200 microns. 
Une telle caracteristique devrait done etre inseree dans la revendication 1 . 

iii) II existe une discordance entre la revendication 1 et les revendications 2, 7. En 

effet, selon la description (page 10 ligne 21 a page 12 ligne 4), pour une 
admimistration par voie intra-arterielle, la taille toleree des agregats est plus 
basse (50 microns) que pour une injection intra-veineuse (200 microns). Or, 
d'apres les revendications 2 ou 7, la preparation de cellules se caracterise en ce 
qu'elles ne compend pas d'agregat d'une taille superieure a 200 microns, pour 
etre administree par voie systematique (qui indue la voie intra-arterielle). En 
consequence, la preparation cellulaire comprend des agregats d'une taille 
susceptible d'entrainer des dysfonctionnements transitoires ou permanents si une 
administration par voie intra-arterielle est realisee. Une telle discordance n'est pas 
conforme a TArlicle 6 PCT. 

2. Les expressions 'de preference 1 et 'tout preferentiellement' utilisees dans les 
revendications 2, 7, 11 et 12 n'ont aucun effet limitatif sur la portee de ces 
revendications. En d'autres termes, la caracteristique qui suit est consideree 
comme entierement facultative (Directives PCT C-lll-4.6). 
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